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Le carcinome spinocellulaire (CSC) est l’un des néoplasmes les plus
fréquents chez l’humain et représente aussi un cancer courant chez le chien.
Certaines études ont révélé que la prostaglandine E synthétase- 1 microsornale
(mPGES- 1), une enzyme terminale impliquée avec la COX-2 dans la biosynthêse
des prostaglandines, était induite dans différents types de cancer chez l’humain,
incluant le CSC. Cependant, aucune étude sur ce sujet n’a encore été effectuée
chez le chien. Par conséquent, les objectifs de notre étude étaient de caractériser la
structure moléculaire de la mPGES-1 canine et d’examiner son expression dans les
CSC canins. Nos résultats ont démontré que l’ADN complémentaire de la
mPGES-1 canine était composé d’une région 5’ de 125 paires de bases (pb), d’un
cadre ouvert de lecture de 462 pb et d’une région 3’ de 627 p5. Le cadre ouvert de
lecture code pour une protéine renfermant 153 acides aminés et qui est identique à
76, 77, 83 et 89% avec la mPGES-1 du rat, de la souris, de l’humain et du bovin,
respectivement. Une analyse immunohistochimique effectuée sur quarante cas de
CSC soumis à la Faculté de médecine vétérinaire a révélé que 60 ¾ (24/40)
d’entre eux exprimaient la rnPGES-1. Une lignée cellulaire de kératinocytes canins
néoplasiques a également été stimulée par le phorbol l2-myristate 13-acetate
(PMA) durant 24 heures et soumise à des analyses d’irnmunobuvardage et de RT
PCR. Les résultats ont démontré une augmentation des niveaux d’ARNm de la
mPGES-1 entre 3 et 12 heures de traitement, alors que la protéine n’a pu être mise
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en évidence. Ces résultats suggèrent que la mPGES-1 est une enzyme bien
conservée entre les espèces et qu’elle pourrait être impliquée dans la production de
PGE2 dans les CSC canins. Le chien représenterait de ce fait un bon modèle pour
étudier le rôle de la mPGES-l dans l’oncogenèse de ces tumeurs.
Mots clés prostaglandine E synthétase- 1, carcinomes spinocellulaires,
prostaglandines, chiens, kératinocytes.
SuMMARY
Prostaglandins, especiaily PGE2, contribute to the deveiopment of different
cancers in humans and animais. Recent evidence suggests that microsornal
prostagiandin E synthase- 1 (mPGES- 1), the terminal enzyme in the biosynthetic
pathway of PGE2, could piay a rote in the production of PGE2 by cancerous celis.
Naturally-occurring canine squamous celi carcinornas share many sirnilarities with
hurnan squamous ccli carcinomas, inciuding the fact that they both overexpress
COX-2, and thus represent a good animal model to study this common form of
cancer. The objectives of the present study were to characterize the moiecuiar
structure of canine mPGES- 1, to determine its expression in canine squarnous celi
carcinomas, and to study its regulation in neopiastic keratinocytes in vitro. Resuits
showed that canine mPGES-1 cornpiementary DNA (cDNA) contains a 5’-
untranslated region of 125 bp, an open reading frame of 462 bp (including the stop
codon), and a 3’-untransiated region of 627 bp. The putative canine rnPGES-1
open reading frame encodes a 153-amino acid protein that is 76, 77, 23 and 89%
hornoiogous to the rat, mouse, human and bovine rnPGE$-1.
Iminunohistochemical staining of canine squamous ccli carcinomas using a
polyclonai antibody generated with a peptide derived from the sequence of canine
rnPGES-1 reveaied that 60% (24/40) of the cases expressed rnPGES-1. The
regulation of mPGES-1 was studied in a ccli une derived from a canine oral
squarnous ccli carcinorna using semi-quantitative reverse transcription-polymerase
vi
chain reactionlSouthern blotting analyses, and resuits showed an induction of
mPGE$-1 mRNA levels following phorbol myristate acetate (PMA) stimulation,
while the protein could not be detected by western blot. Collectively, these resuits
suggest that the enzyme rnPGES-Ï is well conserved arnong species, and that it
could be involved in the production of PGE2 in squamous ceil carcinomas in dogs,
further supporting the dog as a good model to study the involvernent of mPGES-1
and prostaglandins production in cancer.
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INTRODUCTION
Le carcinome spinocellulaire (CSC) est l’un des néoplasmes les plus
communs chez le chien et affecte généralement les régions du corps plus exposées
au soleil de même que la cavité orale et les doigts. Le CSC cutané chez le chien
métastase peu souvent et demeure habituellement local. Cependant, les CSC
affectant les doigts et les amygdales sont plus agressifs et métastasent dans
plusieurs cas. L’implication des prostaglandines dans la tumorigenèse des CSC a
récemment été proposée. Les prostaglandines participent activement au processtis
d’inflammation et aident également au maintien de l’homéostasie de différents
tissus. Cependant, une surproduction de celles-ci jouerait un rôle dans le
développement et la progression de plusieurs types de cancer chez l’humain, y
compris les CSC. En effet les prostaglandines, plus particulièrement la
prostaglandine E2 (PGE2), participeraient au processus tumoral en stimulant la
migration et l’adhésion cellulaire ainsi que l’angiogénêse tout en inhibant la
surveillance immunitaire et I’ apoptose.
Dans la cellule, la PGE2 est synthétisée à partir de l’acide arachidonique
avec la participation de plusieurs enzymes agissant en concert. L’enzyme
cyclooxygénase-2 (COX-2), catalysant la transformation de l’acide arachidonique
en prostaglandine H2 (PGH2), a été impliquée dans le développement tumoral et sa
surexpression a été démontrée dans de nombreux néoplasmes, y compris dans le
CSC chez le chien. Une seconde enzyme, la prostaglandine E synthétase (PGES),
7catalysant la formation de la PGE2, a récemment été identifiée et caractérisée chez
l’humain. Deux formes de PGES ont été identifiées. La cPGE$, une protéine
cytosolique, est exprimée de manière constitutive et est couplée préférentiellement
à la COX-l dans la production de prostaglandines impliquées dans l’homéostasie
de différents tissus. La mPGES, une protéine membranaire inductible, est pltitôt
couplée à la COX-2 dans la synthèse de prostaglandines impliquées dans
l’inflammation. De hatits niveaux de rnPGES ont été révélés, conjointement avec
la COX-2, dans plusieurs types de cancer chez l’humain. Cependant, il n’existe
présentement aucune information sur le rôle de cette enzyme dans le cancer chez
le chien.
RECENSION DE LA LITTÉRATURE
1. Les carcinomes spinocellulaires chez le chien
Le CSC représente le deuxième néoplasme le plus commun chez le chien
avec une incidence variant de 3 à 20% (Goldschmidt et Shofer. 1992; Gross et al.,
2005). Il constitue environ 20 à 30% des tumeurs orales et près de 5% des
néoplasmes cutanés canins (Fiirnie et Bostock, 1979; Withrow, 2001). Ce cancer
semble être plus fréquent chez les animaux dont la peau est plus souvent exposée
au soleil, ce qui prédispose certaines races de chien. Effectivement, les races de
chien possédant une fourrure courte et pâle et qui affichent plusieurs régions de
peau glabres et non-pigmentées sont généralement pius prédisposées au CSC
(Walder, 1995; Vail et Withrow, 2001). Ainsi, les dalmatiens, les beagles, les btills
terriers anglais blancs, les terriers Staffordshire, les keeshonds, les colleys, les
schnauzers standards, les bassets hounds de même que les whippets sont parmi les
races de chien les plus souvent affectées par ce type de tumeurs (Goldschmidt et
Hendrick, 2002; Gross et al., 2005). Étant donné l’influence de l’exposition au
soleil sur le nombre de cas de CSC, il est normal de constater une augmentation de
ce nombre chez les chiens plus âgés (Vail et Withrow, 2001). Ainsi, les chiens
âgés entre 6 et 10 ans représentent la population canine la plus touchée par le CSC
de la peau (Goldschmidt et Shofer, 1992; Goldschmidt et Hendrick, 2002).
Le CSC ne se manifeste pas chez le chien exclusivement dans les régions
4exposées au soleil, car les doigts et la gueule sont aussi des zones fréquemment
touchées par ce carcinome. Les races de chien les plus affectées par le CSC des
doigts sont les sclmauzers, les caniches, les labradors, les rottweilers, les teckels et
les terriers écossais (Goldschrnidt et Hendrick, 2002). La cavité orale et le pharynx
font partie des sites les plus atteints par le CSC chez le chien avec une incidence
estimée à environ 6,4 cas par 100,000 chiens par année aux États-Unis (Hoyt et
Withrow, 1984; Head et al., 2002). Le CSC de la gueule semble affecter plus
souvent des races telles que les bergers allemands, les pointeurs allemands, les
braques de Weimar, les goldens retrievers, les caniches et les épagneuls cockers
(Dom et Priester, 1976; Todoroff et Brodey, 1979).
Le CSC peut se présenter sous forme de plaques, de cratères, de papilles ou
de masses qui varient de quelques millimètres à quelques centimètres de diamètre
(WaÏder, 1995). Il peut également y avoir des ulcérations et des croûtes (Hargis et
Thomassen, 1979). Les lésions peuvent être simples ou multiples (Gross et al.,
2005). La majorité des CSC cutanés chez le chien sont histologiquement bien
différenciés et sont composées habituellement de cellules néoplasiques regroupées
en îlots provenant de l’épiderme et qui progressent vers le derme (Walder, 1995).
1.1 Régions affectées
Même si la peau des chiens est largement protégée par les propriétés
réfléchissantes de son pelage, des dommages causés par le soleil peuvent se
produire fréquemment au niveau des régions anatomiques ayant très peu ou pas du
5tottt de pigments cutanés (Vail et Withrow, 2001; Gross et al., 2005). Ainsi chez le
chien, les régions les plus à risques sont généralement l’abdomen ventral, les
flancs, les membres antérieurs et postérieurs, la tête ainsi que les doigts
(Goldschmidt et Hendrick, 2002; Gross et al., 2005). Le CSC des doigts chez le
chien peut se présenter sous forme de tumeurs uniques (sur un seul doigt) ou
multiples et peuvent apparaître au même moment ou à des temps différents
(Paradis et al., 1989; Marino et al., 1995; Henry et al., 2005). Dans certains cas,
des tumeurs prennent origine plutôt du scrotum, de l’anus ou du museau (Lascelles
et al., 2000; Vail et Withrow, 2001). Les CSC de la gueule affectent les lèvres, la
langue, le palais et le pharynx mais touchent plus fréquemment les gencives (Dom
et Priester, 1976; Todoroff et Brodey, 1979). Ce carcinome peut également. dans
quelques cas, se développer dans la région des amygdales (Gardner, 1996).
1.2 Comportement biologique
En général, le CSC cutané est un néoplasme qui prolifère de manière locale
et qui ne produit que rarement des métastases (Vail et Withrow, 2001; Gross et al.,
2005). Le CSC des amygdales est cependant beaucoup plus agressif et produit des
métastases très tôt dans la maladie qui se répandent dans les noeuds lymphatiques
régionaux dans près de 75% des cas (Todoroff et Brodey, 1979). Les carcinomes
se développant au niveau des doigts progressent également rapidement et
produisent des métastases dans près de 15% des cas (Marino et al., 1995;
Goldschmidt et Hendrick, 2002). Par contre, les carcinomes situés sur les gencives
6produisent des métastases plus rarement (Gardner, 1996).
1.3 Pathogénie
Il existe très peu d’informations sur les éléments qui contribuent au
développement des CSC chez le chien. Cependant, une étude sur une colonie de
chiens Beagle a pu établir une relation entre les néoplasmes cutanés, dont le CSC,
et l’exposition aux rayons ultraviolets (Nikula et al., 1992). Il a été démontré pitis
tard que l’exposition prolongée aux rayons UV peut causer des mutations du gène
oncosuppresseur p53 (Leffell, 2000). Lors de l’activation normale du gène p53, il
y a production de la protéine p21 qui provoque l’arrêt du cycle cellulaire en phase
GI (Haupt et al., 2003). Ce gène provoque également la mort cellulaire
programmée, ou apoptose, en inhibant entre autres la protéine Bel-2 qui possède
des propriétés anti-apoptotiques. Ainsi, une mutation du gène p53 provoque une
perte de ses propriétés régulatrices et permet aux cellules néoplasiques de
proliférer anormalement (Sironi et al., 1999). Chez le chien, une expression
aberrante du gène p53 a été décelée dans les tumeurs mammaires (Mayr et al.,
1999; Lee et Kweon, 2002) et dans les CSC (Gamblin et aI., 1997; Murakarni et
al., 2000).
Plusieurs évidences indiquent également un rôle des prostagLandines dans
le développement des CSC. Des niveaux très élevés de prostaglandines, plus
spécifiquement la PGE2, favorisent une prolifération cellulaire incontrôlée en
inhibant l’apoptose et en réduisant la surveillance immunitaire des cellules
7néoplasiques. Une surproduction de PGE2 a été décelée dans plusieurs cas de
cancers cutanés, tel que les CSC, chez l’humain (Jung et al., 1985) et aussi chez le
chien (Mohammed et al., 2001). Il a également été démontré qti’tine surexpression
de l’enzyme clé impliquée dans la production de PGE2, la COX-2, était
responsable de hauts niveaux de prostaglandines décelés dans la plupart des
cancers. Chez le chien, la surexpression de COX-2 a été démontrée dans les CSC
provenant de différents sites anatomiques (Pestili de Almeida et al., 2001).
2. Les prostanoïdes
Le groupe de substances connues maintenant sous le nom de
prostaglandines a été détecté pour la première fois dans le liquide séminal humain
après son extraction des glandes génitales. Selon celle étude, le liquide séminal
contenait une substance capable de
stinniler les muscles lisses et qui se
/
distinguait pharmalogiquement et \
OH
chimiquement des autres N.
HO . CH
substances déjà connues (von HO
fiure 1. Prosta1andine E (PGE -,)
Euler, 1936). Cette substance fût - -
nommée prostaglandine car la source de son activité biologique était prétendument
située dans la prostate, alors qu’il est connu maintenant qu’elle se situe plutôt dans
les vésicules séminales. La structure élémentaire des prostaglandines a été élucidée
par la suite; elle est composée de 20 atomes de carbone qui contiennent un
$groupement carboxyle à la position Cl, un groupement hydroxyle à la position
C15 et un anneau cyclopentane de la position C$ à C12 ($mith et al., 1991; Bos et
al., 2004) (Figure 1). Les prostaglandines sont dérivées de l’acide arachidonique,
un acide gras polyinsaturé qui est libéré de la membrane plasmique et qui est
ensuite métabolisé en médiateurs qui jouent un rôle important dans la physiologie
cellulaire (Griffiths, 1999; Tilley et al., 2001). Les leucotriènes, les prostacyclines
ainsi que les thromboxanes, dont la structure moléculaire ne diffère que
légèrement des prostaglandines, sont également des produits dérivés de l’acide
arachidonique. Le terme prostanoïdes est utilisé pour désigner les prostaglandines,
la prostacycline ainsi que les tbromboxanes (Miller, 2006).
2.1 Métabolisme des prostanoïdes
Les prostanoïdes sont définies comme étant un groupe de substances qui
agissent de manière paracrine sur les cellules adjacentes ou autocrine sur les
cellules génératrices, contrairement aux hormones qui sont plutôt distribuées dans
le système artériel pour atteindre des récepteurs situés sur différents organes
(Miller, 2006). Le court rayon d’action des prostanoïdes est attribuable à leur très
courte demi-vie (Katori et Majima, 2000). En effet, la prostaglandine G (PGG), la
prostaglandine H (PGH), la prostacycline (PGI) et la thromboxane (TxA), avec
une demi-vie de 30 secondes à quelques minutes, sont chimiquement instables et
sont dégradées en prodtiits inactifs sous l’effet de certaines conditions
physiologiques (Narumiya et al., 1999). L’activité biologique de certaines
9prostaglandines peut également être modulée par un processus de dégradation actif
lors du passage à travers la circulation pulmonaire. En effet, une fois formées, les
PGE et PGF sont rapidement inactivées par un processus en deux étapes qui
implique en premier lieu leur entrée par transport actif à l’intérieur de la cellule
vers le cytosol suivi par une série de réactions enzymatiques. Les enzymes
responsables de la dégradation de ces prostaglandines sont localisées
habituellement dans le cytosol; il y a la 1 5-hydroxyprostaglandine déshydrogénase
(15-PGDH) et la delta-13 réductase (Griffiths, 1999).
2.2 Sites de production
De manière générale, les PGE2, PGD2 et PGF2 sont synthétisées par les
plaquettes, les cellules endothéliales et les cellules épithéliales (Miller, 2006). La
PGI2 est synthétisée quant à elle par les cellules endothéliales et la TxA2 par les
plaquettes (Bos et al., 2004). En fait, toutes les cellules, à l’exception des globules
rouges, ont la capacité de synthétiser des prostaglandines. Cependant, la spécificité
d’un type de cellules à synthétiser une classe de prostanoïdes plutôt qu’une autre
dépend, entre autres, du type de cellule mais également du type de signal. Ainsi.
des stimuli immunologiques des monocytes-macrophages amènent la production
de PGE2 et de TxA2 (Pouliot et al., 1997). Certaines cytokines induisent la
production de PGD2 par les mastocytes (Murakami et al., 1994). La stimulation
des fibroblastes, des cellules épithéliales et des chondrocytes par le facteur
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onconécrosant-u (TNF-Œ) mène à la production de PGE2 (Dayer et al., 1985).
Également, l’activation des cellules endothéliales par 1’ interleukine- 1 (IL-1), la
bradykinine ou la thrombine stimule la formation de PGI2 (Albrightson et al.
1985). La quantité de prostanoïdes est souvent très basse dans les tissus normaux,
tandis qu’elle augmente immédiatement lors d’inflammation. Ainsi, la présence de
stimuli pro-inflammatoires, comme certaines cytokines, amènerait une hausse de
la synthèse de prostanoïdes spécifiques, généralement la PGE2 au début de
l’inflammation et la PGD2 à la fin de l’inflammation (Tilley et al., 2001).
Certaines prostanoïdes, telle que la PGE2, sont synthétisées de manière
constitutive dans certaines cellules et leur production ne dépend pas de signaux
environnementaux mais plutôt d’une mobilisation de calcium vers le cytosol. En
effet, l’expression de certaines enzymes nécessaires à la production de cette
prostanoïde peut être régulée par des signaux environnementaux qui sont différents
pour chaque type d’enzyme (Tilley et al., 2001). Ainsi, la COX-1 et la cPGES sont
deux enzymes exprimées de manière constitutive dans certaines cellules et sont
impliquées dans la production de PGE2 responsables de l’homéostasie de
différents tissus (Miller, 2006). À l’opposé, la COX-2 et la mPGES sont des
enzymes inductibles dont l’activation dépend plutôt de stimuli environnementaux.
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2.3 Biosynthèse des prostaglandines
2.3.1 La phospholipase A2
Les prostaglandines sont dérivées de l’acide arachidonique, un acide gras
polyinsaturé composé de 20 carbones (eicosanoïdes) qui est lié aux phospholipides
de la membrane cytoplasmique (Smith et al., 1991). L’acide arachidonique est
libéré de la membrane par l’action de la phospholipase A2 (PLA2), une enzyme
cytosolique, en réponse à divers stimuli physiologiques et pathologiques (Griffiths,
1999; Miller, 2006). L’activation de la PLA2 s’effectue en deux temps; elle est
d’abord phosphorylée via différentes protéines kinases (ERKs, JNK, p38) et est
finalement transportée vers le réticulum endoplasmique grâce à une augmentation
de calcium intracellulaire. La PLA2 active libère alors l’acide arachidonique de la
membrane cytoplasmique du réticulum en coupant son lien à la position sn-2 des
phospholipides (Gijén et Leslie, 1997).
L’acide, qui se retrouve maintenant sous forme libre dans le cytosol, sert de
précurseur, via deux voies métaboliques distinctes, pour la production de différents
métabolites. La voie de la cyclooxygénase mène à la production des prostanoïdes
regroupant la PGI2, les prostaglandines (PGE2, PGD2, PGF2) ainsi que la TxA2, et
la voie de la lipoxygénase mène à la production des leucotriènes (Goetzl et al.,
1995). Il existe près de 20 membres dans la famille des phospholipides A2, dont la
PLA2 cytosolique et plusieurs PLA2 sécrétrices qui sont impliquées dans
l’approvisionnement en acide arachidonique à l’une des detix isoformes de la COX
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dépendamment du degré d’activation de la cellule (Murakami et al., 1998:
Mtirakami et al., 1999).
2.3.2 La cyclooxygénase
Avec la voie de la cyclooxygénase, l’acide arachidonique libre dans le
cytosol est rapidement converti en prostaglandines endoperoxydes (PGG2 et
PGH2) par deux enzymes, la cyclooxygénase-1 (COX-1) et la cyclooxygénase-2
(COX-2), appelées également prostaglandine H-synthétases (PGHS) (Smith et al.,
1991) (figure 2). Le processus s’effectue en deux étapes; l’oxydation engendre un
premier sous-produit, la PGG2, qui est par la suite transformé en PGH2, par la
peroxydation (DuBois et al., 1998). Durant la première étape, la cyclooxygénase
catalyse l’insertion de deux molécules d’oxygène à la position Cli et C9 de
l’acide arachidonique amenant l’apparition d’un anneau cyclopentène. Il y aura
également insertion d’oxygène à la position C15 formant ainsi un groupement 15-
hydroperoxyl qui a pour conséquence l’apparition de la PGG2. Lors de la
deuxième phase, la cyclooxygénase catalyse la réduction du groupement 15-
hydroperoxyl en un groupement 1 5-hydroxyl formant alors la PGH2 (Griffiths,
1999).
Les deux formes de l’enzyme cyclooxygénase ne sont pas exprimées de la
même manière. La COX-1 est exprimée de façon constitutive dans plusieurs tissus
incluant les reins, les poumons, les plaquettes ainsi que l’estomac et serait
responsable de la production de prostaglandines cytoprotectives nécessaires au
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maintien de l’intégrité de ces tissus (Kargman et al., 1996; Muter, 2006). La
COX-2 est plutôt une forme induite par plusieurs stimuli, incluant les cytokines,
les facteurs de croissance ainsi que les lipopolysaccharides (LPS) et serait
responsable de la formation de prostaglandines lors de processus inflammatoires
(Tanabe et Tohnai, 2002). Les deux formes de l’enzyme ne sont également pas
exprimées au même endroit dans la cellule; la COX-l est localisée dans le
réticulum endopÏasmique tandis que la COX-2 se situe plutôt dans la membrane
périnucléaire (Monta et al., 1995). Une troisième forme, la COX-3, a été identifiée
dans le cortex cérébral de chien et serait impliquée dans le processus de la fièvre et
de la douleur (Chandrasekharan et al., 2002).
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Figure 2. Biosynthèse des prostanoïdes. (d’après Narumiya et al., 1999).
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2.3.3 Les prostaglandines synthétases
Aussitôt la conversion de l’acide arachidonique en PGH2 par la
cyclooxygénase complétée, le deuxième intermédiaire instable est rapidement
isomérisé en prostanoïde finale par une seconde enzyme, la prostaglandine
synthétase (PGS). Il existe cinq synthétases distinctes catalysant chacune la
synthèse d’une prostanoïde différente. La PGI synthétase catalyse la formation de
la PGI2, la PGD synthétase celle de la PGD2, la PGE synthétase celle de la PGE2,
la PGF synthétase celle de la PGf2 et finalement la TX synthétase catalyse la
synthèse de la TxA2 (Narumiya et al., 1999) (Figure 2). Il existe deux formes de
PGE synthétase appartenant à la superfamille des glutathione S transférases
(GTS). La première forme est liée à la membrane périnucléaire et est désignée
mPGE synthétase (mPGES) alors que la seconde forme est libre dans le cytosol et
est identifiée cPGE synthétase (cPGES) (Jackobsson et al., 1999; Tanioka et al.,
2000). Depuis peu, une seconde mPGE synthétase a été identifiée et caractérisée.
Cette forme, désignée mPGES-2, démontre une expression et des aspects
fonctionnels différents de la première mPGES identifiée (mPGES-1) (Tanikawa et
al., 2002).
2.3.3.1 La cPGE synthétase
La cPGE synthétase est une protéine cytosolique de 23 kDa hautement
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conservée entre les différentes espèces animales et qui nécessite la présence de
glutathione (G$H) comme cofacteur essentiel pour son activité (Tanioka et al.,
2000). La cPGES serait identique à la co-chaperonne p23 qui est habituellement
associée avec la Hsp9O dans le cytosol, une protéine cytosolique impliquée dans
l’activation d’une grande variété de protéines incluant les protéines kinases. Une
étude a démontré que l’activité de la cPGES est accrue suite à son association avec
la Hsp9O, ce qui mènerait à une augmentation de la production de PGE2 (Tanioka
et al., 2003; Kobayashi et al., 2004). Une fois activée, l’enzyme se déplace vers le
réticulum endoplasmique et catalyse la formation de la PGE2 à partir de la PGH2.
La cPGE synthétase est exprimée de manière constitutive dans une variété
de tissus et n’est pas affectée par des stimuli pro-inflammatoires (Tanioka et al.,
2000). La production dc prostaglandines suite à l’activation de la cPGES se fait
rapidement après une élévation intracellulaire du calcium; la réponse est donc
immédiate. La colocalisation de la cPGES et de la COX-1 dans le réticulum
endoplasmique suggère que les deux enzymes sont impliquées dans les mêmes
fonctions physiologiques (Murakami et al., 2002) (figure 3). Ainsi, la cPGES, tout
comme la COX- 1, participerait à la formation de prostaglandines nécessaires au
maintien de l’homéostasie de différents tissus. Cette enzyme pourrait donc être
impliquée dans la protection gastro-intestinale ainsi que dans le maintien des
fonctions rénales (Murakami et al., 2002).
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Mobilisation Ca2+ Stimuli pro-inflammatoires
Figure 3. Représentation schématique du couplage fonctionnel entre les deux COX
PGE2 FGE2
Réponse immédiate Réponse retardée
et deux formes de PGES. (d’après Murakarni et al., 2002)
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2.3.3.2 La mPGE synthétase-1
La mPGES-1 a réceniment été isolée de vésicules séminales de mouton et
démontre une forte homologie avec d’autres protéines membres de la superfamille
MAPEG (rnembrane-associated Qroteins involved in eicosanoid and glutathione
metabolisrn) de laquelle font aussi partie d’autres protéines impliquées dans le
métabolisme de l’acide arachidonique dont la FLAP (5-lipoxygenase-activating
protein) et la leucotriène C4 synthétase (Burgess et Reddy, 1997; Jakobsson et al.,
1999; Murakarni et al., 2000). Toutes les protéines MAPEG possèdent des masses
moléculaires similaires de l’ordre de 14 à 18 kDa et jouent un rôle déterminant
dans le métabolisme de substances endogènes lipophiles (eicosanoïdes) et dans la
détoxication de composants exogènes lipophiles (Jakobsson et al., 1999). Une
substitution de l’ArgllO avec de la Sérine dans la mPGES-1, qui est un acide
aminé hautement conservé dans toutes les protéines MAPEG, élimine ses
fonctions catalytiques suggérant ainsi le rôle essentiel de cet acide aminé
(Murakami et al., 2000).
Une fois la mPGES-1 activée, l’enzyme catalyse la formation de
prostaglandines à partir de la PQH2 en requérant la présence de la glutathione
(G$H) comme cofacteur, tout comme la cPGE$ (Ouellet et al., 2002; Thorén et aï.,
2003). La mPGE$-1 est une enzyme inductibÏe dont l’activité dépend de la
présence de stimuli hormonaux et pro-inflammatoires. La production de
prostaglandines suite à l’activation de la mPGES-1 ne se fait pas immédiatement
mais seulement quelques heures après l’induction des stimuli; la réponse est donc
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retardée (Murakarni et al., 2002). Certaines expériences ont clairement démontré
que la mPGES-l est fonctionnellement couplée avec la COX-2 et non la COX-l
lors de la production retardée de PGE2 (Thorén et Jakobsson, 2000; Mancini et al.,
2001). La co-localisation de la mPGES-1 avec la COX-2 à la membrane
périnucléaire expliquerait en partie le couplage de ces deux enzymes (Figure 3). Il
semblerait par contre que la rnPGES- I se couplerait plutôt avec la COX- 1 lors
d’une forte libération d’acide arachidonique dans le cytosol amenant la production
immédiate de PGE2 (Murakami et al., 2000). L’ARN messager de la mPGES-1 est
détecté chez l’humain particulièrement dans la prostate, les testicules, les
poumons, la rate, le placenta, les glandes mammaires ainsi que les reins
(Jakobsson et al., 1999).
2.3.3.3 La mPGE synthétase-2
La rnPGES-2 a été purifiée pour la première fois dans la fraction
microsomiale d’un coeur bovin et se différencie de la mPGES-1 par sa structure
primaire, sa spécificité dans le recrutement de thiols et sa distribution tissulaire
(Watanabe et al., 1999; Murakami et al., 2003). Contrairement à la mPGES-1, la
mPGES-2 nécessite, lors de sa maturation, un clivage de son extrémité N
terminale par des réactifs thiol dans la membrane de l’appareil de Golgi et est
libérée par la suite sous sa forme active dans le cytosol (Tanikawa et al., 2002).
Ainsi, la mPGES-2 n’est activée que par une variété de réactifs SH-réducteurs et
non par la glutathione (G$H) comme c’est le cas pour la mPGES-1 (Watanabe et
19
al., 1997). La mPGES-2 est une enzyme capable de se coupler avec les deux
isoenzymes COX lors de la production de PGE2 responsables des réponses
immédiate et retardée (Murakami et al., 2003). Il semblerait cependant que la
mPGES-2 soit exprimée de manière constitutive avec un couplage préférentiel
pour la COX-l et qu’elle soit impliquée dans la synthèse de PGE2 cruciales pour
l’homéostasie des tissus (Murakami et al., 2003). Finalement, il y aurait une forte
expression de l’ARN messager (ARNm) pour la mPGES-2 dans le coeur, le
cerveau, les muscles squelettiques, les reins et la rate chez l’humain plutôt que
dans les organes impliqués dans la réponse immunitaire où l’on retrouve 1’ARNrn
pour la mPGES-1 (Tanikawa et al., 2002). Les principales propriétés des trois
isoformes de PGES sont comparées et présentées au Tableau I.
2.4 Récepteurs des prostanoïdes
Les prostanoïdes sont libérées de la cellule et exercent leurs effets
biologiques en se fixant avec une forte affinité à des récepteurs spécifiques à la
surface d’autres cellules. Il existe en fait une classe de récepteurs pour chaque type
de prostanoïdes; la PGF2 se lie au récepteur FP, la PGI2 au récepteur IP, la PGD2
au récepteur DP, la TxA au récepteur TP et la PGE2 interagit avec les récepteurs
EP1 à EP4 (Narumiya et al., 1999). Les récepteurs des prostanoïdes appartiennent
tous à la superfarnille des récepteurs à sept hélices cx transmembranaires couplés à

















































































































































































































































récepteurs possèdent des propriétés similaires dans leur site de liaison au ligand
mais diffèrent plutôt du côté du domaine cytoplasmique. Cette différence signifie
alors que chaque récepteur est couplé à un effecteur intracellulaire différent et
produit ainsi un signal de transduction spécifique à chaque type de prostanoïdes
(Griffiths, 1999).
Les récepteurs peuvent ainsi être groupés en trois catégories basées sur le
type de signal de transduction et sur l’action engendrée par ce signal les
récepteurs relaxants, les récepteurs contractiles et les récepteurs inhibiteurs. Les
récepteurs relaxants, comme IP, DP, EP2 et EP4, amènent une augmentation de la
quantité d’AMP cyclique intracellulaire et induisent le relâchement des muscles
lisses. Les récepteurs contractiles, comme IP, fP et EP1, conduisent à une
mobilisation de Ca2+ et induisent la contraction des muscles lisses. Finalement,
les récepteurs inhibiteurs comme EP3, amènent une diminution de la quantité
d’AMP cyclique intracellulaire et inhibent le relâchement des muscles lisses
(Narumiya et al., 1999; Maldve et al., 2000; Bos et al., 2004).
Les récepteurs de type DP sont généralement distribués dans les plaquettes,
les muscles lisses et le système nerveux central. Les récepteurs de type IP se
retrouvent dans les nerfs sensoriels, les muscles lisses artériels et les plaquettes.
Les récepteurs de type FP se situent dans les reins ainsi sur les muscles lisses
utérins et gastro-intestinaux. Les récepteurs de type TP sont retrouvés dans les
plaquettes, les cellules épithéliales, dans les reins ainsi que dans les muscles lisses
artériels, veineux et pulmonaires. Les récepteurs de type EP 1 sont présents dans
les mtiscles lisses utérins, gastro-intestinaux, ptilmonaires et dans la vessie. Les
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récepteurs de type EP2 se situent dans les muscles lisses, les cellules épithéliales,
les leucocytes, les mastocytes, les nerfs sensoriels, les poumons et les reins. Les
récepteurs de type EP3 sont distribués sur les adipocytes, les cellules épithéliales,
les muscles lisses ainsi que dans le système nerveux central et les reins.
Finalement, les récepteurs de type EP4 se retrouvent sur les cellules du système
immunitaire et les cellules épithéliales (Goetzl et al., 1995; Sugimoto et al., 2000).
2.5 Rôles physiologiques des prostanoïdes
Les effets biologiques des prostanoïdes sont très variés. Elles agissent sur
l’appareil reproducteur féminin et masculin, sur les systèmes respiratoire,
circulatoire, urinaire, digestif, nerveux et endocrinien ainsi que sur l’agrégation
plaquettaire, le métabolisme des lipides et l’inflammation (Sugimoto et al., 2000;
Miller, 2006). Par exemple, une hausse de la synthèse de PGE2 dans le système
nerveux central par l’action de cytokines en réponse à un produit bactérien, agirait
sur les neurones hypothalamiques pour augmenter la température de l’organisme
causant ainsi la fièvre (Ushikubi et al., 199$). Les PGE2 et PGI2 seraient aussi
importantes dans le processus de la douleur en sensibilisant les nocicepteurs
afférents primaires des terminaisons périphériques et en augmentant le traitement
de l’information de la douleur au niveau spinal. Ainsi, la réponse face à des stimuli
chimiques, mécaniques ou thermiques qui induisent la douleur est grandement
augmentée en présence de prostaglandines (Portanova et al., 1996). Les PGE2 et
PGI2 auraient aussi une influence sur l’oedème associé à l’inflammation en
,‘ -,
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amenant une relaxation des muscles lisses artériels provoqtiant ainsi la dilatation
des artères et une augmentation du débit sanguin au site enflammé. Cette élévation
du débit sanguin ne provoque pas seule l’oedème; il doit y avoir conjointement la
présence d’agents qui augmentent la perméabilité vasculaire comme l’histamine et
la bradykinine (Williams, 1979; Portanova et al., 1996). Les PGI2 et TxA2 agissent
également sur les plaquettes; la PGI2 prévient l’adhérence des plaquettes à
l’endothélium vasculaire et la TxA2 favorise l’agrégation plaquettaire (Bhagwat et
al., 1925; Narumiya et al., 1999). En présence de cytokines pro-inflammatoires, les
ostéoblastes produiraient des PGE2 qui stimulent la formation ou la résorption des
os (Raisz, 1999; Sakuma et al., 2000).
Les prostaglandines de type f et E, tels que la PGF2 et la PGE2, sont
impliquées dans plusieurs aspects des fonctions reproductives. Elles contribuent au
cycle oestral, à la parturition, à la préparation de la partie maternelle du placenta et
ont un rôle dans l’ovulation (Lim et al., 1997). La PGE2 favorisent également
l’érection, l’éjaculation et le transport des spermatozoïdes dans les voies génitales
masculines (Miller, 2006; Oliw et al., 1993). Ces prostaglandines sont aussi
impliquées dans certains aspects des fonctions respiratoires et rénales. En effet,
elles favorisent la bronchodilatation ou la bronchoconstriction et augmentent la
vascularisation sanguine de la médullaire rénale ainsi que l’excrétion urinaire
d’eau et de sel (Mathe et Hedqvist, 1975; Schlondorff, 1926). Finalement,
certaines prostaglandines agissent dans le système digestif en inhibant la sécrétion
acide de l’estomac et en favorisant la vascularisation sanguine de la muqueuse
gastrique (Simon et Kather, 1972).
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2.6 Rôles des prostanoïdes dans le cancer
Les résultats de nombreuses études suggèrent que les prostaglandines sont
impliquées dans le processus tumoral. En effet, plusieurs observations cliniques,
génétiques et biochimiques indiquent que la PGE2, produite via la voie de la
COX-2, joue un rôle dans le développement et la progression du cancer colorectal
chez l’humain (Pugh et Thomas, 1994; Frommel et al., 1997; Calaluce et al., 2000)
mais aussi chez la souris. Par exemple, Oshima et al. (1996) ont démontré qu’une
mutation du gène de la COX-2 chez des souris mutantes ApcA7l6 utilisées comme
modèle de polypose adénomateuse familiale, résultait en une diminution
importante du nombre et de la taille des polypes intestinaux chez ces souris.
En 197$, Lupulescu a démontré que l’administration de PGE2 en
concomitance avec la PGF2Œ accroît le développement de C$C cutanés chez la
souris. De nombreuses éttides ont également révélé des niveaux supérieurs de
PGE2, comparativement aux tissus normaux, dans différents types de cancer chez
l’humain. Ainsi, de hauts niveaux de PGE2 ont été rapportés dans des cas de
cancer du côlon (Rigas et al., 1993), de carcinome pulmonaire (Bemtett et al.,
1982; Lefever et Funahashi, 1990), de cancer du sein (Bennett et al., 1977) ainsi
que dans des CSC de la tête et du cou (Jung et al., 1985). Ceci suggère qu’en plus
de jouer un rôle dans le développement du cancer colorectal et du CSC de la peau,
la PGE2 contribuerait également au cancer du sein et du poumon ainsi qu’aux CSC
de la tête et du cou.
Plusieurs études ont confirmé ces résultats en démontrant qu’une inhibition
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de la production de PGE2 mène à une réduction de la croissance des tumeurs dans
le cancer du poumon (Stolina et al., 2000) et dans le C$C de la tête et du cou
(Zweifel et al., 2002). Une surexpression du récepteur EP2 pour la PGE2 provoque
la prolifération des kératinocytes chez la souris, augmentant ainsi le
développement des tumeurs épidermiques (Sung et al., 2006). De même,
l’inactivation ciblée du gène de ce récepteur a comme résultat une réduction du
nombre et de la grandeur des polypes intestinaux chez la souris mutante Apc
(Sonoshita et al., 2001). D’autres études ont également révélé l’implication des
récepteurs de la PGE2 dans le cancer, particulièrement le récepteur EP 1 dans la
croissance d’une lignée cellulaire de kératinocytes dérivée de CSC murin
(Thompson et al., 2001) et les récepteurs EP4 dans la carcinogenèse du côlon
(Mutoh et al., 2002).
De nombreuses études ont démontré qu’un traitement des cellules
cancéreuses chez l’humain avec un inhibiteur de la COX-2 réduit la progression
des tumeurs, supportant aussi l’implication de la PGE2 dans le cancer (Sheng et al.,
1997; Qadri et al., 2002). De plus, de hauts niveaux d’expression et d’activité
enzymatique de la COX-2 ont été démontrés dans plusieurs types de cancer chez
l’homme. en particulier dans le cancer colorectal (Sano et al., 1995) et dans le
CSC de la tête et du cou (Chan et al., 1999).
Certaines évidences démontrent que les prostaglandines ne sont pas des
promoteurs de tumeurs mais jouent plutôt un rôle dans le développement et la
progression du cancer (Fischer, 1997). En effet, la PGE2 pourrait stimuler
l’adhésion et la migration cellulaire tout en inhibant l’apoptose et la surveillance
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immunitaire. De plus, la PGE2 induirait l’angiogénèse en augmentant la production
de facteurs pro-angiogéniques tels que le facteur de croissance des cellules
endothéliales vasculaires (VEGF) (Gallo et al., 2002).
2.6.1 La PGE2 et la prolifération cellulaire
Plusieurs observations suggèrent que la PGE2 est importante dans la
régulation de la croissance des kératinocytes normaux et tumoraux (Konger et al.,
1998). En effet, certaines études ont révélé qu’une augmentation de la synthèse de
PGE2 est accompagnée d’une forte prolifération épidermique (Pentland et
Needleman, 1926; Conconi et al., 1996). De plus, la prolifération cellulaire de
l’épiderme de souris, provoquée par l’application du promoteur de tumeur TPA.
est inhibée par l’indornétacine, un inhibiteur de COX-2, mais est rétablie par
l’application de PGE2 (Furstenberger et Marks, 1978). Il a également été démontré
que la PGE2 stimule la prolifération des cellules épithéliales mammaires en
présence de facteur de croissance épidermique (EGF) (Bandyopadhyay et al.,
1927), de même que des cultures primaires d’hépatocytes de rat (Kimura et al.,
2000).
Selon certaines études, la PGE2 augmente aussi la croissance cellulaire
dans plusieurs types de cancer tel que le cancer du côlon (Pozzi et al., 2004), le
cancer épithélial ovarien (Munkarah et al., 2002) et les carcinomes spino- et
basocellulaires de la peau (Vanderveen et al., 1986). De hauts niveaux de PGE2
dans les cellules néoplasiques suggèrent que cette prostaglandine, lorsqu’en trop
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grande quantité, provoque une prolifération cellulaire incontrôlée. De nombreuses
études ont également démontré que la COX-2 agit comme modulateur de
croissance tumorale dans des modèles murins (Williams et al., 2000; Marks et al.,
2003), de même que l’application d’inhibiteurs de COX-2 limite la croissance
cellulaire pour un certain nombre de tumeurs chez l’humain et la souris (Konger et
al., 1998: Higashi et al., 2000: Fischer, 2002).
De plus, une étude a révélé que l’application d’agonistes sélectifs aux
récepteurs EP2 et EP4 pour la PGE2 dans des cultures de kératinocytes
néoplasiques mène à une stimulation dans la croissance cellulaire (Konger et al.,
199$). Des résultats similaires ont aussi été obtenus lors de cette étude par
l’application d’agonistes de la formation d’AMP cyclique (Konger et al., 1998).
Ainsi, les récepteurs EP2 et EP4 augmenteraient la prolifération cellulaire par la
PGE2 en se servant de l’AMP cyclique comme messager intracellulaire (Konger et
al., 199$). Une étude a également démontré l’activation de la voie du
phosphatidylinositol 3-kinase/protéine kinase B (TP3KIPKB) par la PGE2 via le
récepteur EP4 dans la prolifération des cellules de carcinomes colorectaux (Sheng
et al., 2001). Enfin, une étude récente a démontré que la prolifération cellulaire des
adénomes colorectaux induite par la PGE2 serait accomplie plutôt via l’activation
de la cascade Ras-MAPK (Wang et al., 2005).
2.6.2 La PGE2 et l’apoptose
Un des processus impliqués dans le contrôle de la croissance aberrante des
2$
cellules est l’apoptose ou “mort cellulaire programmée” (Leffeli, 2000).
L’apoptose est en effet un type de mort cellulaire permettant, entre autres, que les
cellules qui prolifèrent de manière incontrôlée ne survivent pas. Plusieurs
observations suggèrent que la PGE2 promouvoit la croissance cellulaire tumorale
en inhibant le processus d’apoptose. En effet, une étude portant sur les cellules
cancéreuses épithéliales ovariennes a démontré que la PGE2 stimule la
prolifération cellulaire en réduisant l’apoptose (Munkarah et al., 2002). Des
résultats similaires ont été obtenus lors d’une seconde étude portant cette fois-ci
sur les cellules cancéreuses du côlon chez l’humain (Sheng et al., 1998). Plusieurs
études sur la COX-2 ont confirmé les conclusions établies par les précédentes
recherches. En effet, il a été démontré qu’une surexpression de COX-2 mène à une
inhibition de l’apoptose des cellules néoplasiques dans de nombreux types de
cancer, dont les tumeurs des glandes mammaires (Liu et al., 2001), le cancer de la
prostate chez l’humain (Liu et al.. 2005), et le cancer gastrique (Tatsuguchi et al.,
2004). De même, l’application d’inhibiteurs de COX-2 induit l’apoptose d’une
variété de lignées cellulaires cancéreuses comme le cancer du foie (Huang et al.,
2005), le cancer du sein (Basu et al., 2004) et les tumeurs colorectales (Richter et
al., 2001).
Une étude récente a révélé que l’application d’inhibiteurs de la COX induit
aussi l’apoptose des cellules épithéliales de l’intestin Nishihara et al., 2003). Dans
cette étude, il a été démontré qu’une stimulation des cellules épithéliales de
l’intestin avec des agonistes de l’AMP cyclique induit l’expression de la c-IAP2,
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une protéine cellulaire inhibitrice de l’apoptose, via l’activation du facteur de
transcription CREB. L’AMP cyclique servirait donc de médiateur dans les
fonctions anti-apoptotiques des cellules épithéliales normales et transformées de
l’intestin. Cette étude suggère que l’activation des récepteurs EP2 et EP4 par la
PGE2. qui sont les plus exprimés sur les cellules épithéliales, mène à une
augmentation de l’AMP cyclique intracellulaire qui à son tour induit l’expression
de la c-IAP2 responsable de l’inhibition de l’apoptose (Nishihara et al., 2003).
D’autres études portant sur des lignées cellulaires épithéliales mammaires
de souris (Liu et al., 2001), intestinales de rat (Tsujii et Dubois, 1995), du cancer
de l’ovaire (Munkarah et al., 2002) et du cancer du côlon (Sheng et al., 199$) ont
par ailleurs révélé qu’une surexpression de la COX-2 est associée à une
surexpression du gène inhibiteur de l’apoptose Bd-2. Cette surexpression de Bd-2
induit normalement la progression tumorale et réduit la dépendance des cellules
néoplasiques aux facteurs de croissance (Berhane et al., 2002). Ainsi la PGE2, en
plus d’agir sur la c-IAP2, aurait aussi un effet sur le gène Bd-2 lors de son
contrôle sur l’apoptose.
2.6.3 La PGE2 et la migrationladhésion cellulaire
Il a été établi que l’addition de PGE2 à des cellules de carcinomes
colorectaux humains LS-174 augmente la croissance cellulaire en affectant le
comportement des cellules épithéliales tel que l’adhésion cellules à cellules ou
cellules à substrat (Sheng et al., 2001). Cette croissance est accompagnée d’une
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polymérisation de filaments d’actine et d’un assemblage de fibres de tension,
suggérant que la PGE2 est impliquée dans une réorganisation cytosquelettique
nécessaire lors de la division et de la migration cellulaire. Cette étude rapporte
aussi qu’un traitement avec la PGE2 cause une agrégation de fAK (focal adhesion
kinase) et de la paxilline responsables de la formation de complexes de contacts
focaux essentiels lors de la migration cellulaire (Sheng et al., 2001). D’après une
autre étude, l’inhibition de l’expression du récepteur EP2 pour la PGE2 sur les
kératinocytes humains mène à une diminution de l’expression de la paxilline,
supportant ainsi l’implication de la PGE2 dans la migration cellulaire (Konger et
al., 2002).
Buchanan et al. (2003) ont également démontré que l’action de la PGE2 sur
la migration et l’adhésion cellulaires s’effectue via l’activation du récepteur EP4
dans les cellules de carcinomes colorectaux humains LS-l 74. La stimulation de ce
récepteur engendre l’activation de la phosphatidylinositol 3-kinase (1P3-kinase)
puis de la protéine kinase B (Buchanan et al., 2003). Cette dernière est impliquée
dans la prolifération, la migration ainsi que l’invasion cellulaires. Cette étude
révèle également que l’activation de la 1P3-kinase s’effectue via la stimulation du
médiateur intracellulaire Src qui, à son tour, active le récepteur du facteur de
croissance épidermique (EGfR) responsable de l’activation de la kinase
(Buchanan et al., 2003).
Certaines informations suggèrent que la PGE2 est impliquée dans la
migration et l’invasion tumorales par l’entremise d’une augmentation de
l’expression de différentes protéines de surface. En effet la PGE2 induirait
-J
l’invasion cellulaire du cancer pancréatique en régulant l’expression de l’enzyme
MMP-2 (matrix metalloproteinase-2) par l’intermédiaire du facteur de
transcription ETS-l (Attiga et al., 2000; Ito et al., 2004). Des résultats similaires
ont été obtenus lors d’une étude sur le râle de la PGE2 dans l’invasion du cancer
du câlon chez l’humain (Tsujii et al., 1997). Une étude récente a également
démontré que l’invasion d’une lignée cellulaire cancéreuse du poumon
surexprimant la COX-2 est associée à une augmentation de l’expression de CD44,
une protéine permettant l’adhésion cellulaire à la matrice extracellulaire
(Dohadwala et al., 2001).
2.6.4 La PGE2 et l’angiogénèse
L’angiogénèse est le mécanisme par lequel de nouveaux vaisseaux
sanguins se développent à partir de vaisseaux déjà établis. Une étude utilisant des
fibroblastes synoviaux a montré que la PGE2 induit l’angiogénèse en stimulant la
production de VEGf (Ben-Av et al., 1995). Le VEGf cause une augmentation de
la perméabilité microvasculaire et déclenche l’angiogénèse. Récemment, plusieurs
études ont investigué l’implication de la PGE2 dans le développement de nouveaux
vaisseaux sanguins lors de la croissance et la progression de tumeurs. C’est ainsi
qu’une étude sur les cellules de tumeurs mammaires de souris a révélé l’action
positive de la PGE2 sur l’expression des gènes régulateurs angiogéniques VEGF.
Angi, Ang2, Flt et Tie-2 (Chang et al., 2004), tandis qu’une autre a démontré que
l’application de PGE2 induit l’expression de 1’ARNm du VEGF dans une lignée
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cellulaire humaine de carcinomes du côlon (Fukuda et al., 2003).
Il a également été démontré qu’une surexpression de la COX-2 dans les
CSC de la tête et du cou chez l’humain (Gallo et al., 2001; 2002) et dans les
cellules du cancer du côlon (Tsujii et al., 199$) est associée à une surproduction de
VEGF et, conséquemment, à une augmentation de la vascularisation tumorale. De
même, une étude a démontré que l’application d’un inhibiteur de la COX-2 sur des
cellules de cancer gastro-intestinal supprime l’angiogénèse et la croissance
tumorale en inhibant l’expression de facteurs angiogéniques et la croissance des
cellules endothéliales vasculaires (Sawaoka et al., 1999). Il a également été établi
lors d’une étude sur une lignée cellulaire de C$C de la tête et du cou chez
l’humain que la présence de l’inhibiteur de COX-2, JTE-522, inhibe la production
de PDGF (platelet-derived growth factor) causant ainsi un effet anti-angiogénique
(Nishimura et al., 1999).
2.6.5 La PGE2 et la suppression immunitaire
Certaines études ont démontré que des patients atteints de CSC de la tête et
du cou ont régulièrement des déficiences dans leurs fonctions immunitaires
cellulaires et humorales (Wanebo, 1979; Dawson et al., 1985). Plusieurs
observations supportent un rôle des prostaglandines comme médiateur dans la
suppression immunitaire. En effet, dans certains modèles animaux de cancers
métastasiques, l’utilisation d’inhibiteurs de synthèse de prostaglandines tel que
l’indornétacine réduit l’effet immunosuppresseur et inhibe par le fait même la
n,
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croissance tumorale et le développement de métastases (Lala et al., 1986).
L’interruption de la surveillance immunitaire auprès des cellules néoplasiques
permettrait une progression plus facile de la croissance tumorale en évitant le
contrôle des cellules immunitaires envers des cellules démontrant une croissance
incontrôlée. Ainsi, la PGE2 aurait la capacité de moduler, via les récepteurs de type
EP2 et EP4, les fonctions de populations cellulaires telles que les lymphocytes T et
B de même que les macrophages, qui sont des éléments essentiels à la réponse
immunitaire (Nataraj et al., 2001).
La PGE2 a ainsi démontré la faculté d’inhiber la prolifération des
lymphocytes B et des lymphocytes T humains en supprimant la production de
cytokines telles que l’interleukine-2 (Munay et al., 1986; Brown et Phipps, 1996;
Minakuchi et al., 1990). Au niveau des macrophages, la PGE2 inhibe la production
des cytokines IL-12 et TNf-a (Nara et al., 1987; Huang et al., 199$; Stolina et al.,
2000) tandis qu’elle stimule plutôt la production de cytokines immunosuppressives
telles que l’IL-4 et l’IL-lO par les cellules T (Huang et al., 1992; Shreedhar et al.,
199$). Finalement, la PGE2 supprime la cytotoxicité des cellules NK et des
cellules T cytotoxiques (Goodwin et Ceuppens, 1983; Lala et al., 1986).
3. La mPGES-1
3.1 Régulation de la rnPGES- 1
Le gène humain de la mPGES- 1 se retrouve sur le chromosome 9q34.3
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(Forsberg et al., 2000). Son expression est en partie régulée par une voie de
protéines kinases activées par des mitogènes où les kinases agissent sur le factetir
de transcription Egr-l qui, à son tour, active la boîte GC proxirnale du promoteur
rnPGES-l menant à la transcription du gène Naraba et al., 2002). L’expression de
la mPGES-1 semble régulée par des stimuli pro-inflammatoires. En effet, l’analyse
du promoteur du gène rnPGES-l humain révèle que l’IL-1f3 augmente la
transcription de celui-ci (forsberg et al., 2000). De plus, une étude détaillée du
gène de la souris indique que la séquence du promoteur contient des sites pour des
facteurs de transcription tels que C/EBPa et f3 ainsi que AP-1. La transcription
serait stimulée par différents éléments dont les cytokines IL-1 et le TNF-a de
même que par les lipopolysaccharides (LP$) (Naraba et al., 2002). Une autre étude
a révélé également que la combinaison de TNF-a avec l’interféron-y (IFN-y)
induit l’expression de la mPGE$ (Wright et al., 2004).
L’activité de la mPGES-l serait inhibée par la dexaméthasone, un stéroïde
anti-inflammatoire, contrairement à la cPGES (Murakami et al., 2000). De plus,
son activité peut être bloquée par des inhibiteurs de la COX-2 comme le NS-39$ et
le sulfate sultanat, deux anti-inflammatoires non-stéroïdiens (NSAIDS) (Thorén et
Jakobsson, 2000). finalement, le MK-8$6, un inhibiteur de la région fLAP
hautement conservée dans la mPGE$ (Riendeau et al., 2005) et le LTC4 inhibent




3.2 Rôles physiologiques de la mPGES-l
Puisque que la mPGES- 1 contribue à la production de PGE2, cette enzyme
joue probablement un rôle dans les diverses fonctions physiologiques où la PGE2
est impliquée. Par exemple, la mPGES-1 participerait au processus de la fièvre
dans le système nerveux central (Yarnagata et al., 2001). Elle jouerait également
un rôle dans le mécanisme de la formation et la résorption des os (Murakami et al.,
2000; Saegusa et al., 2003). Certaines études ont démontré récemment que la
mPGES-1 est co-exprimée chez l’humain avec la COX-1 et la COX-2 dans les
reins, suggérant son implication dans l’homéostasie rénale (Murakami et al., 2002;
Sclrneider et al., 2004). De plus, il a été établi que la rnPGES-l est exprimée très
fortement dans les cellules de la granulosa des follicules bovins, le même type de
cellules dans lequel est également exprimée la COX-2 après traitement avec des
gonadotropines (filion et al., 2001). Ainsi, la mPGES-l serait impliquée dans la
production de prostaglandines nécessaires à l’ovulation. La forte expression de la
mPGE$-l dans les vésicules séminales du singe mâle indique que cette enzyme
contribue également à la production de PGE2 impliquée dans la facilitation du
transport du sperme dans les organes génitaux femelles (Lazarus et al., 2004).
3.3 Implications pathologiques de la mPGES-1
Le fait que des stimuli pro-inflammatoires, tel que l’IL-l et le TNf,
induisent l’expression de la mPGES-l stiggère fortement l’implication de celle-ci
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comme enzyme terminale responsable de la synthèse de PGE2 lors d’une réponse
inflammatoire (Murakami et al., 2002). Ainsi, la mPGES-1 serait impliquée dans
la production de PGE2 conduisant à l’hypersensibilité des nocicepteurs terminaux
(Kamei et al., 2004; Mabuchi et al., 2004) et à l’augmentation de la perméabilité
vasculaire et du débit sanguin au site enflammé (Trebino et al., 2003; Karnei et al.,
2004). Récemment, plusieurs études ont révélé aussi l’implication de la mPGES-l
dans la production de PGE2 responsable de l’inflammation engendrée chez des
modèles animaux d’arthrite (Westman et al., 2004; Kojima et al., 2004).
Une étude clinique rapporte que le traitement avec des NSAIDs pourrait
réduire la progression de la maladie d’Alzheimer car les niveaux d’expression de
la COX-2 seraient élevés dans le cerveau de patient souffrant de cette maladie
(Pasinetti et Aisen, 199$). Ainsi, il est possible que la mPGES en conjonction avec
la COX-2 participe à la progression de ce désordre neurologique dégénératif
(Satoh et al., 2000). Une étude récente a également révélé le rôle déterminant de la
mPGES-l dans le disfonctionnement neurologique suite à un accident cérébral
vasculaire (Ikeda-Matsuo et al., 2006).
3.4 Rôle potentiel de la mPGES- 1 dans le cancer
Récemment, une surexpression de la mPGES-1 a été détectée dans
plusieurs cancers humains, suggérant la possibilité qu’une expression abenante de
cette enzyme pourrait contribuer à l’augmentation des niveaux de PGE2 décelés
dans plusieurs types de cancer (Cohen et al., 2003). En effet, il a été démontré que
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les niveaux de mPGES-1 étaient élevés dans le cancer gastrique, du poumon, de la
vessie, du sein, du côlon, de l’endomètre et, dans les CSC du pénis, du larynx et,
de la tête et du cou (Jabbour et al., 2001; Yoshimatsu et al., 2001; Cohen et al.,
2003; Van Rees et al., 2003; Golijanin et aL, 2004; Jang, 2004; Gudis et al., 2005;
Shi et aï., 2005; Kawata et al., 2006; Mebrotra et al., 2006; Tatsuguchi et al., 2006;
Wang et al., 2006). Parmi ces études, plusieurs ont également rapporté que
l’expression de la mPGE$-l était augmentée conjointement avec la COX-2 et
qu’ensemble, elles favorisaient la surproduction de PGE2 responsables de la
progression du cancer (Golijanin et al., 2004; Jang, 2004; Kawata et al., 2006).
Une étude portant sur une lignée cellulaire d’adénocarcinome colorectal
humain (HCA-7) supporte également l’implication de la mPGES-1 dans la
carcinogenèse (Kamei et al., 2003). En effet, d’après cette étude, une
surexpression de la protéine dans ces cellules mène à une surproduction de PGE2
et à une prolifération cellulaire accrue, alors qu’un traitement avec un inhibiteur de
la mPGES-1 atténue ces effets. De même, la cotransfection de COX-2 et
mPGES-1 dans la lignée cellulaire rénale HEK293 mène à une transformation
cellulaire se manifestant par la formation de colonies dans un milieu de culture à
l’agarose et la formation de tumeurs lorsqu’implantée de manière sous-cutanée
dans des souris (Kamei et al., 2003).
OBwcTws
Le rôle potentiel de la mPGES-l dans différents types de cancer chez
l’humain, incluant le CSC, a été révélé depuis peu. Cependant, aucune information
concernant le rôle de cette enzyme dans les CSC n’a encore été effectuée chez le
chien. Par conséquent, les objectifs de cette étude étaient de caractériser la
structure moléculaire de la mPGE$-Ï canine et d’évaluer son expression dans les
CSC canins.
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Abstract
Prostaglandins, especially PGE2, contribute to the developrnent of different
cancers in humans and animais. Recent evidence suggests that microsomal
prostaglandin E synthase-l (rnPGES-1), the terminal enzyme in the biosynthetic
pathway of PGE2, could play a role in the production of PGE2 by cancerous celis.
Naturally-occurring canine squamous ceil carcinomas share many similarities with
hurnan squarnous celi carcinornas, including the fact that they both overexpress
COX-2, and thtis represent a good animal model to study this common form of
cancer. The objectives of the present study were to characterize the molecular
structure of canine rnPGES- 1, to determine its expression in canine squamous celi
carcinomas, and to study its regulation in neoplastic keratinocytes in vitro. Restilts
showed that canine mPGES-1 complementary DNA (cDNA) contains a 5’-
untranslated region of 125 bp, an open reading frame of 462 bp (including the stop
codon), and a 3’-untranslated region of 627 bp. The putative canine rnPGES-l
open reading frame encodes a 153-amino acid protein that is 76, 77, 83 and 89%
hornologous to the rat, mouse, human and bovine rnPGES-1.
Immunohistochemical staining of canine squamous ceil carcinomas using a
polyclonal antibody generated with a peptide derived from the sequence of canine
rnPGES-1 revealed that 60% (24/40) of the cases expressed mPGE$-1. The
regulation of rnPGES-1 was studied in a celi une derived from a canine oral
squamous ce!! carcinoma using semi-quantitative reverse transcription-polyrnerase
chain reactionlSouthern blotting analyses, and resuits showed an induction of
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mPGE$-1 mRNA levels following phorbol myristate acetate (PMA) stimulation,
while the protein could flot be detected by western blot. Collectively, these resuits
suggest that the enzyme mPGES-1 is well conserved among species, and that it
could be involved in the production of PGE2 in squarnous ccli carcinomas in dogs.
further supporting the dog as a good model to study the involvement of mPGES-1
and prostaglandins production in cancer.
1. Introduction
Squamous ceil carcinoma (SCC) is a common cancer in dogs that arises
from the epidermis or from a mucous membrane, and is most frequently located in
lightly or unpigrnented skin, the mouth or the nail bed epithelium [1]. As reported
for rnany cancers in hurnans including SCC, overexpression of cyclooxygenase-2
(COX-2), a rate-lirniting enzyme in the biosynthesis of prostaglandins, appears to
play a role in the tumorigenesis of canine SCC [2-4]. Indeed, we have previously
demonstrated that COX-2 is overexpressed in canine SCC originating from
different locations, and that NS-39$. a selective COX-2 inhibitor, decreased the in
vitro proliferation of a celi une derived from a canine oral SCC [2]. Prostaglandin
E2 (PGE2) is the COX-2 derived prostanoid that appears to be principally involved
in oncogenesis. It lias been shown that PGE2 can contribute to cancer progression
through its action on ccli proliferation and migration, angiogenesis, apoptosis and
the immune response [5].
Prostaglandin endoperoxide synthase (POES) is the terminal enzyme
ultirnately responsible for the production of PGE2. It catalyses the transformation
of PGH2 to PGE2, and three proteins able to catalyze this reaction have been
identified [6]. Cytosolic PGES (cPGES) is constitutively expressed in a wide
variety of celis, is Iocalized to the cytoplasrn and is coupled with COX-1 in the
production of PGs. In contrast, membrane PGES-1 (mPGES-1) is an inducible
enzyme, is coupled preferentially to COX-2, and lias been associated with the
production of PGs involved in several pathological conditions such as
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inflammation, pain, fever and cancer. In some conditions, mPGES-1 can also be
functionally coupled with COX-1 [7, 8]. mPGES-1 is a member of the membrane
associated proteins involved in eicosanoid and glutathione metabolisrn (MAPEG)
superfamily. The third form of PGES, membrane PGES-2 (rnPGES-2), is
constitutively expressed, can be coupled to COX-1 and COX-2, and its
physiological and/or pathological roles are yet to be defined [9].
Overexpression of mPGES-1 bas been documented in several forms of
cancers in humans, including gastric, colon, uterine, pulmonary, breast and ovarian
carcinomas, and SCC [10-1$]. Among the SCC, rnPGES-1 bas been demonstrated
to be overexpressed together with COX-2 in tumors originating from different
location such as the larynx, penis and head and neck [16-1$]. It is believed that the
cooperation between the two enzymes, COX-2 and mPGES-1, could be
responsible for the production of PGE2 in cancer. These studies have also lcd to
the suggestion that mPGES-1, like COX-2, could become a target for cancer
therapy. As reported for humans, elevated levels of PGE2 have been found in
various naturally occurring cancers in dogs, including oral SCC [19]. However,
nothing is currently known on the enzyme terminally responsible for its production
in the canine species. The goal of this study was therefore to characterize at the
molecular level canine mPGES-1, and to study its expression in canine SCC to
determine if, as previously found with COX-2, mPGES-1 is overexpressed in
naturally-occurring SCC and in a cdl une derived from a canine oral SCC.
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2. Materials and methods
2.] MateriaÏs
Diaminobenzidine tetrahydrochioride (DAB), dimethyl sulfoxide (DMS O),
choiera toxin, diethyldithiocarbamic acid (DEDTC), phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA) and lipopolysaccharide were obtained from Sigma Aldrich Canada
(Oakville, Ontario, Canada). The QuickHyb hybridization solution, the
ExAssist/SOLR system, Poiy (A) Quick mRNA purification kit and ZAP
cDNA/Gigapack cloning kit were purchased from Stratagene Cloning systems (La
Joua, CA). {a-32PÏdCTP was obtained from Mandel Scientific-New England
Nuclear Life Science Products (Mississauga, Ontario, Canada). The Prime-a-Gene
labelling system was purchased from Prornega Corp. (Fisher Scientific, Montréal,
Québec, Canada). Kodak Bio-Max X-ray film was obtained from Eastman Kodak
Cornpany (Rochester, NY). Hybond-P polyvinyiidene difluoride (PVDF)
membranes, Rainbow molecular weight markers, ECL plus, horseradish
peroxidase linked donkey anti-rabbit secondary antibody, and restriction enzymes
were purchased from Arnersham Biosciences Corp. (Baie D’Urfé, Québec,
Canada). Vectastain ABC kit was obtained from Vector Laboratories (Buriington,
Ontario, Canada). Dulbecco’ s Modified Eagles’ s Medium (DMEM), William’ s
Medium E, Phosphate buffered saline (PBS), Hank’s balanced Sait Soltition
(HBSS), fetal bovine serum. TRIzol total RNA isolation reagent, l-kbp DNA
ladder, LipofectAMiNE Plus reagent, synthetic oligonucleotides and plasmid
pcDNA3 .1 (+) were purchased from Invitrogen Life Technologies (Burlington,
Ontario, Canada). The Qiagen OneStep RT-PCR System was obtained from
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Q iagen, Inc. (Mississauga, ON, Canada). Nitrocellulose membranes (0.45 tm)
were purchased from Schleicher & Schueli, Inc. (Keene, NH). Epidermal growth
factor (EGF) was obtained from Pepro Tech Inc. (Rocky Hill, NJ). Recombinant
canine interferon-gamma (TNf-y). recombinant canine turnor necrosis factor alpha
(TNF-Œ) and recombinant interleukin- 1 beta (IL-l f3) were purchased from R&D
Systems (Cedarlane Laboratories, Ontario, Canada). Bio-Rad Protein Assay and
electrophoretic reagents were obtained ftom Bio-Rad Laboratories (Richrnond,
CA).
2.2 CÏoning ofcanine mFGES-]
To clone the canine mPGES-1 cDNA, a canine spleen cDNA library (Dr. R. Nash,
Fred Hutchinson Cancer Research Center. Seattle, WA) was screened with an
equine mPGES-1 cDNA. The probe was labelled with [Œ-32PJdCTP using the
Prime-a-Gene labelling system (Promega) to a final specific activity greater than
1 x io cpm/1g DNA. Approximately 250,000 phage plaques were screened, and
hybridization was performed at 55 °C with QuikHyb hybridization solution
(Stratagene). Seven positive clones were plaque-purified through secondary and
tertiary screenings, and pBluescript phagernids containing the cloned DNA insert
were excised in vivo with the Ex-Assist/SOLR system (Stratagene). DNA
sequencing was performed commercially (Université Laval, Québec, Canada).
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2.3 Ccli culture
Two canine ceil unes that had been previously established were used in the present
study [20, 21]. They included one ceil lime derived from normal oral canine
keratinocytes (referred herein as CK) and another derived from a spontaneous oral
canine squamous ceil carcinorna (referred lierein as SCC). Both limes were
cultured in complete medium defined as William’s Medium E supplernented with
choiera toxin (1010M), EGF (10 ng/mi), 10% fetal caif serum (FCS) and penicillin
G (100 U/ml)-streptomycin (100 tg/m1). Celis were incubated at 37 °C in 5%
C02, 95% air, and passaged by exposure to trypsinlEDTA (0.05/0,02%
weight’volume) in DuÏbecco’s PBS. Celis were grown to 70-80% confluency and
then cuÏtured in serum-free media for 40 h before agonist treatment.
2.4 Production ofa ccinine ctnti-mFGES-1 antibody
The canine specific anti-mPGES- 1 polyclonal antibody was generated (New
England Peptide) using a peptide fragment encompassing amino acids Va138-G1u54
of the sequence of canine mPGES-1. To dernonstrate the speciflcity of the
antibody, the coding region of the canine rnPGES-1 was subcioned into the
mammalian expression vector pcDNA3. 1 + (Invitrogen) and transient transfections
were performed using the CK ceil une as previously described [22]. Briefly, CK
ceiis were seeded in IOOmrn plates and transfected using 2 tg/p1ate of
mPGES-Ï/pcDNA3.1 constructs and 2 g/rnl LipofectAMlNE PLUS in William’s
medium E, in accordance with the manufacturer’s protocol. Three hours afier
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transfection. ceils were incubated in fresh culture media for 24 h. colÏected. and
protein extracted and analyzed by immunoblotting.
2.5 CeÏt extracts and innnunobÏot analysis
Solubilized celi extracts were prepared as described [23]. Briefly, celis were
hornogenized on ice in TED homogenization buffer (50 mM Tris, 10 mM EDTA,
1 mM DEDTC, pH 8.0) supplernented with 2 mM octyl glucoside. and centrifuged
at 30,000 g for 1 h at 4 °C. The crude pellets containing membranes, nuclei and
mitochondria were sonicated (5 sec/cycle; 4 cycles) in TED sonication buffer (20
mM Tris, 50 mM EDTA, 0.1 mM DEDTC, pH 8.0) containing 32 mM octyl
glucoside. The sonicates were centrifuged at 13,000 x g for 25 min at 4 °C. The
supernatants (solubilized ccli extracts) were stored at —70 oc until immunoblot
analysis. The protein concentration in each extract was determined by Bradford’s
method (Bradford, 1976) (Bio-Rad Protein Assay). Proteins were resoÏved by one
dimensional sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SD$
PAGE), and electrophoreticaily transferred to PVDf membranes. Blocking of
membranes was done using 5% non-fat dry milk in 0.1% TTBS (0.1% Tween-20,
10 mM Tris-buffered saline, pH 7.5) for 1 h at room temperature, then washed
twice for 2 min at room temperature with 0.1% TTBS. Afier blockage, membranes
were incubated with the anti-mPGES-Ï antibody (1:3,000 dilution) diluted in
0.05% TTBS (0.05% Tween-20, 10 mM Tris-buffered saline, pH 7.5) containing
2% non-fat dry milk for 2 h at room temperature. Membranes were incubated with
a horseradish-peroxidase-iabeied donkey anti-rabbit secondary antibody (1:15,000
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dilution) for 1 h at room temperature. Membranes were washed and the bound
secondary antibody was detected using the enhanced chernilurninescence system
(ECL plus), and following the rnanufacturer’s protocol (Amersham Pharmacia
Biotech). The signal was visualized on Kodak Bio-Max X-ray film.
2. 6 hnnntnohistochemistiy
Forty cases of canine squamous ce!! carcinomas submitted to the Département de
patho!ogie et microbiologie of the Faculté de médecine vétérinaire (Université de
Montréal) were evaluated. Patient information and tumoral COX-2 expression of
these cases have previously been reported [2]. Normal skin was obtained from four
aduit Beagle dogs (aged between 3 and 4-years old) euthanatized for reasons
unrelated to health problems. Immunohistochemical staining was perforrned using
the Vectastain ABC kit (Vector Laboratories, Burlingame, Ca), as previously
described [2]. Briefiy, formaÏin-fixed tissues were paraffin-embedded, and 3 im
thick sections were prepared and deparaffined through graded alcohol series.
Endogenous peroxidase was quenched by incubating the siides in 0.3% hydrogen
peroxide in methanol for 30 min. Afler rinsing in PBS for 15 mm, sections were
incubated with diluted normal goat serum for 20 min at room temperature. The
anti-mPGES-1 antibody diluted in PBS (1:3,000 dilution) was applied, and
sections were incubated overnight at 4°C. Control sections were incubated with
PBS or with non-immune rabbit serum. Afler rinsing in PB$ for 10 mm, a
biotinylated goat anti-rabbit antibody (1:222 dilution; Vector Laboratories,
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Burlingarne, Ca) was applied, and sections were incubated for 45 min at room
temperature. Sections were washed in PBS for 10 mm, and incubated with the
avidin DH-biotinylated horseradish peroxidase H reagents for 45 min at room
temperature. Afier PB$ wash for 10 mm, the reaction was revealed using
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) as the chromogen. Sections were
counterstained with Guis hernatoxylin stain, mounted, and irnrnunoreactivity was
evaluated by two observers (G.f. and M.D.).
2. 7 Semi-quantitative RT-PCR and $outhern bÏot analysis
The OneStep RT-PCR System (Qiagen) was used for semi-quantitative anaÏysis of
mPGES-1 and GAPDH mRNA levels. Reactions were performed according to the
manufacturer’ s directions, using sense (5 ‘-CTGGAGACTGAGCCACAC GCCTG
3) and antisense (5-ACAGCGGCTCATGGCCAGTGGTCT-3’) primers specific
for canine rnPGES-1, and sense (5’-TCTGCTCCTTCTGCTGATGCC-Y) and
antisense (5 ‘-GACTGTTGAAGTCACAGGAGACC-3’) primers specific for the
canine control gene GAPDH. These reactions resulted in the production of
mPGES-1 and GAPDH DNA fragments of 578 and 502 bp respectively. Each
reaction was perforrned using 100 ng total RNA, and cycling conditions were one
cycle of 50 oc for 30 min and 95 oc for 15 mm, foÏÏowed by a variable number of
cycles of 94 oc for 30 s, 65 oc (rnPGES-1) and 58°c (GAPDH) for Ï mm, and
72°c for 1 min. The number of cycles used was optimized for each gene to fall
51
within the linear range of PCR amplification and was 2$ cycles for mPGES-l and
20 cycles for GAPDH. Following PCR amplification, samples were
electrophoresed on 2% TAE-agarose gels, transferred to nylon membranes, and
hybridized with colTesponding radio-Ïabelled rnPGES- 1 and GAPDH cDNA
fragments using QuickHyb hybridization solution (Stratagene). Membranes were
exposed to a phosphor screen, and signais were quantified on a Storm imaging
system using the ImageQuant software version 1.1 (Molecular Dynamics,
Amersham Biosciences, $unnyvale, CA, USA).
2.8 ProstctgÏandin E2 radio imm unoassay
Concentrations of PGE2 were measured directiy in culture media, as previousiy
described [22]. The antiserum was purchased from Assay Designs Inc. (Ann
Arbor, MI); its cross-reactivities against PGE1, PGF1Œ, PGF2, and 6-keto PGFIŒ
were 70%, 1.4%, 0.7% and 0.6%, respectively. The sensitivity ofthe assay was 40




3.1 MoÏecuÏar characterization of canine rnPGES-1 and production of a
poÏycÏonaÏ antibody.
Seven positive clones were isolated from the screening of 250,000 phage
plaques of a canine spleen cDNA library with an equine PGES cDNA probe. The
deduced canine mPGES-1 cDNA consisted of a 5’-untranslated region of 125 bp,
an open reading frarne of 462 bp (including the stop codon), and a 3 ‘-untranslated
region of 627 bp (Figure 1). The amino acid sequence of canine mPGES-1 was
deduced from the cDNA, and compared to the sequence of mPGES-1 from other
species (Figure 2). Resuits showed that the coding region of the canine mPGES
cDNA encodes a 153-amino acid protein, similar to bovine, mouse and rat
mPGE$-1 but one amino acid longer than human mPGES-1. Canine mPGES-1
was found to be 76, 77, 83 and 89% identical to rat, mouse, human and bovine
mPGES-1, respectively (Figure 2). The central region of the protein is well
conserved, whereas the 5’- and 3 ‘-end are more divergent.
In order to generate a positive control for the immunoblotting technique with
the newly generated polyclonal anti-canine mPGES-1 antibody, the canine
mPGES-1 sequence was subcloned into an expression vector and the recombinant
construct was transfected into canine keratinocytes (CK). Resuits showed that the
antibody generated with a Ï 7-amino acid peptide derived from the sequence of the
canine mPGES- 1 recognized an immunoreactive band of 17 kD in the mPGE$- 1
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transfected celis, in keeping with the predicted size of the protein, whereas the
mock-transfected celis showed no detectable signal (Figure 3).
3.2 Expression ofmPGES-Ï in canine 8CC
forty cases of canine SCC were studied. The clinical characteristics of the
dogs have been reported previously [2]. Briefly, the majority of animais (62.5%)
were large-breed dogs, and there was no sex predilection. The rnajority of turnors
studied (60%) were located on the feet, whereas 22.5% originated from the oral
cavity and 17.5% were located on the skin. Faint or no mPGES-1 was present in
normal skin (Figure 4A). In contrast, mPGES-1 immunostaining was observed in
the majority of tumors (24/40; 60%). In positive cases. mPGES-1
imrnunoreactivity appeared as a diffuse cytoplasmic staining in neoplastic
keratinocytes (Figure 4 B,C). In rnPGES-1 positive tumors, immunoreactivity was
observed in the majority of tumor ceils. However, in sixteen cases (16/40; 40%),
no mPGES-1 immunostaining was detected (Figure 4D). There was no correlation
between the site of origin of the tumor and mPGES-1 expression nor between
COX-2 and mPGES-1 expression.
3.3 Induction ofrnFGES-1 mRNA in canine neopÏastic keratinocytes in vitro.
To study the regulation of rnPGE$-1 in canine keratinocytes in vitro, a ccli
une of canine neoplastic keratinocytes ($CC) were serurn-starved and cultured in
the absence or presence ofthe phorbol ester PMA (5 ng/rnl) for 3, 6, 12 and 24 h.
Resuits revealed a regulation of the steady state levels of mPGES-1 transcripts.
54
Whereas low levels of mPGES-1 rnRNA were present at O h, an induction was
observed after PMA treatment, with levels being maximal at 6 and 12 h and
decreasing at 24 h (figure 5A). When resuits were expressed as ratios of
rnPGES-1 to GAPDH, an increase in levels was present from 3 to 24 h as
compared to unstirnulated ceils (O h) (Figure 5B). However, immunoblot analysis
of protein extracts from PMA-stimulated celis showed that no signal could be
detected (Figure 6). Similarly, stimulation with recombinant canine TNF-Œ,
recombinant canine INF-y, recombinant human IL-1 3 or lipopolysaccharide did
not induce mPGES-1 in this cell une (data not shown).
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4. Discussion
The present study reports for the first time the molecular
characterization of canine rnPGE$-l and its expression in naturally-occurring
squamous ceil carcinomas in dogs. mPGES-1 is functionaliy coupled with COX-2
and is believed to contribute to the production of PGE2 during inflammation and in
sorne cancers [6]. We have previousÏy demonstrated that COX-2 is overexpressed
in canine squarnous ccli carcinornas [2]. In the present study, we have
characterized the expression of mPGES-Ï in the sarne tumors and found that 60%
of them also expressed mPGES-1 while normal canine skin displayed no or littie
mPGES-l. This finding is the first indication that, as previously reported for
COX-2, mPGE$- 1 could contribute to the production of elevated levels of PGE2 in
squamous ccli carcinomas in dogs. mPGES-1 expression has also been found in
human squamous ccli carcinornas with reported percentages varying between 72
and 100% of cases, depending on the site of origin of the turnor [16-1$].
Squamous celi carcinomas that were included in the present study originated from
different anatornical locations (mouth, digits, skin), but no association was
apparent between the site of origin and the expression of mPGES-1. Moreover,
there was no correlation between the extent of COX-2 and mPGES-i expression.
Although this finding was somewhat surprising. as COX-2 and mPGES-1 are two
enzymes sequentially implicated in the production of PGE2, it is in agreement with
several other reports who also failed to establish a conelation between the extent
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ofCOX-2 and mPGES-1 expression [10,12], leading to the suggestion that the two
enzymes are regulated through different pathways.
In addition to being expressed in several natura! cancers, experimental
evidence also supports a role for mPGES-1 in carcinogenesis. For example, Kamei
et aï. demonstrated that the combined transfection of COX-2 and mPGES-1 in
colorectal cancer celis resulted in cellular transformation associated with a
cancerous phenotype [25]. A recent study a!so reported that transgenic mice
expressing Wnt], COX-2 and mPGES-1 developed gastric tumors, supporting also
the hypothesis that the combined action of COX-2 and rnPGES-1 contribtites to
turnorigenesis [26]. In contrast overexpression of rnPGES-1 alone in the lung of
transgenic mice did not appear sufficient to promote carcinogen-induced lung
cancer [27], suggesting that mPGES-1 is flot a limiting enzyme in lung
tumorigenesis.
We also characterized mPGES-1 expression and regulation in a ce!! une of
canine neoplastic keratinocytes (SCC). Resuits showed that the SCC celi une
disp!ayed low constitutive !eve!s of mPGES-1 mRNA that could be upregulated
fol!owing few hours of PMA treatment. An induction of mPGES-1 expression by
PMA bas also been reported in the lung adenocarcinoma A549 celi une [2$], while
sorne neop!astic gastric ceil unes did not respond to PMA stimulation [2$]. TNF-a
bas a!so been reported as an inducer of mPGE$-1 in intestinal [11] and pulmonary
[12] neop!astic ce!1 !ines. However, despite the presence of rnPGES-l rnRNA, no
mPGES-1 protein was detected in the SCC ce!! une. This resu!t was unexpected
since a c!ear induction of the transcript was observed fo!!owing PMA treatment.
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However, a similar observation was recently reported with ovarian cancer ccli
unes where sorne celi unes were found to express mPGES-1 rnRNA but flot the
protein [29]. One possible explanation for this finding is that the transcript was flot
translated into protein. Alternatively, it is possible that yet another form of PGES
is invoÏved in the production of PGE2 in this ccli une, and perhaps aiso in the
squarnous celi carcinornas that were found to be mPGES-1 negative by
imrnunohistochemistry. One candidate could be mPGES-2, a newly characterized
form of PGES that can also be coupled with COX-2 in the production ofPGE2 [9].
This second isoform of PGES could be involved in turnorigenesis since recent
evidence indicates that rnPGES-2 is expressed in human gastric and colorectal
cancers [9, 30].
The cloning and characterization of rnPGES-l was first reported in human
cells [31], and later the bovine, rat and mouse homologs were identified and
characterized [32-35]. Our resuits indicate that canine mPGES-1 possesses a high
degree of sequence homology with other mammalian homologs being 76, 77, 83
and 89% identical to rat, mouse, hurnan and bovine rnPGES-1 [3 1-35]. Certain
important amino acids such as Arg1 that has been shown to be essential for the
catalytic function of mPGES-1 in other species is conserved in the canine enzyme
(Arg”1) [6]. This residue is strictly conserved in ail proteins of the MAPEG
superfamily.
For several reasons, the dog represents a good animal model of naturally
occurring tumors [36]. Indeed, dogs frequently develop cancer and it is estimated
that approximately 4 million new cancers are diagnosed each year in Canada and
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United-$tates [36]. The various cancers affecting dogs share many features with
human cancers, such as similar behaviour and histological appearance. Dogs and
humans also share rnany environmental risk factors [37] in addition to having
many similarities at the physiological and genetic levels [38]. Moreover, dogs
develop cancer at a very similar age compared to humans [39]. The finding that
COX-2 and mPGES- 1 are both overexpressed in human and canine squamous ccli
carcinomas is yet another sirniiarity between the two species. Recentiy, mPGES-1
has been proposed as a possible nove! target for chemotherapy [10, 40]. The recent
realisation that the use of selective COX-2 inhibitors as chemotherapeutic agent
for colorectal cancer was associated with an increased risk of cardiovascular
disease in humans underscores the need to find alternative targets for
chemotherapeutic agents [41]. Since canine rnPGES-1 appears to be very similar
to human mPGES-1 and is expressed by many squamous celi carcinomas, dogs
represent a potentially usefiui model for the development of new therapies
targeting enzymes invoived in prostanoid production such as mPGES- 1. In dogs,
inhibition of prostaglandin production through COX inhibition lias shown
promising resuits with transitional ce!! carcinomas of the urinary biadder, with the
rectal poiyps and with oral $CC [42-44].
In conclusion, our results indicate that canine mPGES-1 has a high degree
ofhomology with hurnan rnPGES-1, and that it is expressed by a large proportion
of naturally-occurring canine squamous celi carcinornas originating from various
anatornical locations. Studies with a neoplastic cell une of canine keratinocytes
indicate that other isoforms of PGE$ are possibly involved in PGE2 production in
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canine squamous celi carcinomas. In concert with COX-2, these various forms of
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Figure 1. Nucleotide sequence of the canine mPGES-1 cDNA. The canine
rnPGE$- 1 cDNA is cornposed of a 5 ‘-untranslated region of 125 bp (lowercase
Ïetters), an open reading frame of 462 bp (uppercase Ïetters), and a 3 ‘-untranslated
region of 627 bp (lowercase Ïetters). The nucleotide sequence was derived from
clones isolated by library screening as described in MateriaÏs and Methods. The
translation initiation (ATG) and stop (TAG) codons are shown in botcÏ type and





















































Figure 2. Deduced amino acid sequence of canine mPGES-1 and comparison with
other mammalian homologs. The amino acid sequence of canine mPGES-1 (can)
is aligned with hurnan (hum), bovine (boy), rat (rat) and mouse (mou) homologs.
Identical residues are indicated by a printed period, hyphens indicate gaps in
protein sequences created to optimize alignment. and numbers on the right refer to
the last amino acid on that une.
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can MPPPVLA--LV---SGQALPAFLLCSTLLVIIUWVVAVITGQVRLRKKAFANPEDAL-RNGGLQYCRSDQDVDRCLRAHRND 76
hum ..————.HS..——M.SP I —....P P..E 75
boy . . .SG.E--.M---N. .V A Q- N.P. .E 76
rat .TS--.G--. .MEN.-.V A K.- P. .E 76
mou . .S.G.----.ME-. . .V A K.- Y.. P. .5 76
can METIYPFLFLGFWSFLGPDPF IAQMI-IFLVFFL -QRMV-HTVAYLGKLRAPT-RSLAYTV-AQLPCASMALQ IVWEAACHL 153
hum N. .V.W - Y. .-.A I-. .VT. t- L... .R. . 152
boy N. .V.R -. . . . - - L- R. . 153
rat N.L. .WI. . V-T. .V.- Ifl3-.RI. .0. .-VL. .FA.F L. .V.H. . 153
muu N.L. .WI. . V-T. y.- N-.RL. .0. .-.L. .FA.F L. .V.H. . 153
7Figure 3. Characterization ofthe anti-canine mPGES-1 antibody. Solubilized ceil
extracts were prepared from rnPGES- 1 -transfected keratinocytes and from rnock
transfected keratinocytes, and analyzed by one-dirnension SDS-PAGE gel and
immunoblotting using the newly generated polyclonal anti-canine rnPGES-Ï
antibody. The antibody recognizes a 17 kID band in the mPGE$-1-transfected
ceils but not in the mock-transfected cells. Markers on the lefi indicate migration








figure 4. Expression of mPGES-Ï by normal canine skin and squamous ce!!
carcinomas. Immunohistochemistry was perforrned on forrna!in-fixed sections
using the anti-canine mPGES-l po!yc!ona! antibody as described in Materiats and
Methods. Normal caiiie skin displays no rnPGES-l expression (A). Moderate to
intense mPGES-l imrnunoreactivity is present in the cytoplasm of neop!astic
keratinocytes (B, C) while some squamous ce!1 carcinomas do not express

































































Figure 5. Time-dependent induction of mPGES-1 rnRNA by PMA in SCC ccli
une. Ceils were serum starved for 40 hours, then cultured in the absence (time 0)
or presence of PMA (5 ng/ml) for 3, 6, 12 and 24 h, as described in Alaterials and
lie ihods. Total RNA extracts were prepared, and analysed (100 ng) for mPGES- 1
and GAPDH (control gene) content by a serniquantitative RT-PCR/Southern
blotting technique, as described in Materials and Methods. (A) Regulation of
mPGES-1 mRNA in SCC ce!! une following PMA stimulation. Numbers on the
right indicates the size of the PCR fragment. (B) Relative changes in intensity of
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Figure 6. Time-dependent induction of mPGE$-1 protein by PMA in $CC celi
une. Celis were serum starved for 40 hours. then cultured in the absence (tirne 0)
or presence of PMA (5 ng/ml) for 1. 3. 6. 12 and 24 h. Ccli extracts were prepared
from cultures. and protein (ÏOOjig/lane for PMA treated celis; 75tg/1ane for
transfected celis) were analysed by one-dimensional SDS-PAGE, and
immunoblotting techniques using an mPGES-1 selective antibody. as described in
MateriaÏs anci Methods. Markers at te/i indicate migration of molecular weight
standards.
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La présente étude documente pour la première fois la caractérisation
moléculaire de la rnPGE$-1 canine et son expression dans les carcinomes
spinocellulaires chez le chien. Nos résultats indiquent que l’ADN complémentaire de
la mPGE$-l canine est composée d’une région 5’ de 125 paires de bases (ph), d’un
cadre ouvert de lecttire de 462 pb et d’une région 3’ de 627 pb. Le cadre ouvert de
lecture code pour une protéine de 153 acides aminés dont la séquence démontre une
forte homologie avec la mPGES-1 d’autres espèces mammaliennes. En fait, sa
séquence d’acides aminés est identique à 76, 77, 83 et 89% à celle de la mPGES-1 du
rat, de la souris, de l’humain et du bovin, respectivement (Jakobsson et al.. 1999;
Murakarni et al., 2000; Filion et al., 2001; Mancini et al., 2001; Yamagata et al.,
2001). L’acide aminé Arg”°, qui s’est révélé être essentiel aux fonctions catalytiques
de la mPGES-1 chez certaines espèces, est conservé dans l’enzyme canine (Arg’’1)
(Murakami et al., 2002). Ce résidu est strictement conservé dans les protéines
appartenant à la superfarnille MAPEG. La caractérisation moléculaire de la mPGES-1
canine nous a également permis de produire un anticorps polyclonal spécifique et
nécessaire pour révéler l’expression de l’enzyme dans les CSC chez le chien.
Chez l’humain, plusieurs cancers exprimant l’enzyme rnPGES-Ï ont été
rapportés, incluant le cancer du poumon. du sein, du côlon, de l’estomac, et les CSC
du larynx et du pénis (Yoshimatsu et al., 2001; van Rees et al., 2003; Golijanin et al.,
2004; Kawata et al., 2006; Mebrotra et al., 2006; Tatsuguchi et al., 2006). D’autres
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études ont également démontré chez l’humain une expression élevée de rnPGES-l.
conjointement avec la COX-2, dans une variété de cancers tels que les CSC du pénis
et du larynx de même que le cancer gastrique (Golijanin et al., 2004; Jang, 2004;
Kawata et aÏ., 2006). Cette coexpression suggère que les deux enzymes sont
impliquées conjointement dans la surproduction de PGE2 retrouvée dans certains
types de cancer. En effet, des concentrations élevées de PGE2 ont été détectées dans
le cancer du côlon, le carcinome pulmonaire, le cancer du sein ainsi que dans le CSC
de la tête et du cou (Bermett et al., 1977; Jung et al., 1985; Lefever et al., 1990; Rigas
et al., 1993). La PGE2 serait impliquée dans le processus tumoral par sa capacité à
stimuler l’adhésion, la migration cellulaire et l’angiogénèse tout en inhibant
l’apoptose et la surveillance immunitaire (Nataraj et al., 2001; Munkarah et al., 2002;
Buchanan et al., 2003; Fukuda et al., 2003).
Une étude portant sur les CSC canins a récemment révélé une surexpression
de la COX-2, suggérant que l’expression de la mPGES-1 pourrait elle aussi être
augmentée dans ces cancers (Pestili de Almeida et al., 2001). Dans la présente étude,
nous avons effectivement trouvé, après analyse imrnunohistochimique, une
surexpression de la mPGES-1 dans les CSC canins. En fait, soixante pour cent des
quarante CSC étudiés exprimaient cette enzyme. Cependant, aucune corrélation entre
l’expression de la mPGES-1 et la localisation anatomique de la tumeur n’a pu être
établie. De plus, l’expression de la rnPGES-1 n’était pas en corrélation avec
l’expression de la COX-2. Ce résultat, bien que surprenant, est en accord avec des
études chez l’humain démontrant que ces deux enzymes ne sont pas toujours co
exprimées lors de cancer du sein, du poumon (NSCLC) et dans les adénomes
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colorectaux (Yoshirnatsu et al., 2001; Mehrotra et al., 2006; Wang et al., 2006). Le
fait que la mPGES-1 ne soit pas co-exprirnée avec la COX-2 dans certains cas de
CSC canins suggère la possibilité qu’une autre forme de PGES soit impliquée dans la
production de PGE2 dans ces tumeurs négatives. Il a en effet été récemment établi
que la mPGES-2, une forme de PGES nouvellement caractérisée, est une enzyme
terminale pouvant être couplée avec la COX-2 dans la production de PGE2
(Murakami et al., 2003). Une étude récente a également démontré chez l’humain pour
la première fois l’expression de la rnPGES-2 dans le cancer gastrique (Jang et al.,
2004). Il est donc possible que cette enzyme, et non la mPGES-1, soit couplée avec la
COX-2 dans la formation de PGE2 dans certains cas de CSC canins.
Lors de notre étude, nous avons également utilisé une lignée cellulaire de
kératinocytes canins néoplasiques pour étudier la régulation de l’ARN messager et de
la protéine de la mPGES- 1. Nos résultats ont démontré clairement une induction de
l’expression de l’ARNrn de la mPGES-1 après seulement quelques heures de
traitement avec le PMA, avec une diminution des niveaux après 12 heures de
stimulation. Ces résultats diffèrent de ceux d’études précédentes chez l’humain
rapportant que l’ARNm de la mPGES-l n’était pas induit par le PMA ou l’IL-1f3 dans
des lignées cellulaires de cancer gastrique, mais était plutôt exprimé de manière
constitutive (van Rees et al., 2003). Une explication possible pour cette différence est
que l’ARNm de la inPGES-1 peut être régulé différemment selon l’origine de la
tumeur. En fait, il a été démontré que la mPGES-1 pouvait être induite par le TNF-a
dans les adénomes colorectaux (Yoshimatsu et al., 2001) et dans le cancer du poumon
NSCLC) (Yoshimatsu et al., 2001). Étant donné toutes ces variations, il serait
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intéressant d’approfondir notre investigation concernant la régulation de l’ARNm de
la mPGES-1 dans différents types de cancers chez le chien.
Après avoir démontré avec les analyses au RT-PCR une induction de l’ARNrn
de la mPGES-l suite à une stimulation au PMA, il fut surprenant de ne pas détecter la
protéine avec les analyses d’immunobuvardage de type Western. Toutefois, notre
étude n’est pas la première à obtenir ce genre de résultats. En effet, une étude récente
a révélé que sur dix lignées cellulaires de cancer ovarien étudiées, la protéine
mPGES-1 était exprimée par seulement quelques lignées et son expression n’était pas
toujours en corrélation avec l’expression de son ARNm (Kino et al., 2005). Une autre
étude a également démontré que deux lignées cellulaires de cancer gastrique
n’exprimaient pas la mPGES-l et son activité microsomiale était manquante même
après 42 heures de stimulation au PMA mais pouvaient encore synthétiser la PGE2
(van Rees et al., 2003). Une explication possible pour les résultats obtenus lors de
notre étude est que la protéine n’était peut-être pas en quantité suffisante pour être
détectée au Western. Il est également possible que la protéine ait été dégradée très
rapidement après avoir effectué ses fonctions cellulaires. Une troisième explication
est qu’une autre forme de PGE$, la mPGE$-2 par exemple, soit l’enzyme terminale
couplée à la COX-2 et responsable de la production de PGE2 dans la lignée cellulaire
de CSC étudiée. Une étude récente a révélé une expression de l’ARNm de la
rnPGES-2 ainsi que la protéine dans dix lignées cellulaires de cancer ovarien
supportant cette possibilité. Sur la base des résultats obtenus lors de notre étude, il
serait intéressant pour la suite de notre investigation d’évaluer la présence de la
o,,Ô-,
protéine mPGES-2 et son ARNm dans la lignée cellulaire de CSC canin utilisée lors
notre étude.
Étant donné que la structure moléculaire de la mPGES- 1 canine est très
similaire à celle de l’humain et qu’elle est exprimée dans plusieurs carcinomes
spinocellulaires, le chien représente un modèle animal potentiellement utile pour le
développement de nouvelles thérapies ciblant les enzymes impliquées dans la
production de prostanoïdes telle que la mPGES-1. En fait, chez le chien, une
inhibition de la production de prostaglandines par l’administration d’inhibiteurs de
COX a donné des résultats prometteurs dans les carcinomes transitionnels de la
vessie, dans les polypes rectaux ainsi que dans les CSC oraux (Knapp et al., 1994;
Knottenbelt et al., 2000; Schinidt et al., 2001).
En résumé, les résultats de la présente étude ont révélé que la mPGES-1
canine est très similaire à la rnPGES-1 humaine et qu’elle est exprimée dans la
plupart des carcinomes spinocellulaires canins. L’absence de mPGES-1 dans certains
carcinomes suggère la possibilité de l’implication d’une seconde forme de PGES telle
que la mPGES-2. Ces différentes formes de PGE$, exprimées conjointement avec la
COX-2 chez le chien, contribuent possiblement à l’oncogenèse des carcinomes
spinocellulaires.
CoNcLusIoN
Nous avons, lors de cette étude, caractérisé pour la première fois la
structure moléculaire de la mPGES-1 canine. L’étude de son ADN
complémentaire a révélé une structure composée d’une région 5’ de 125 paires de
bases (pb), d’un cadre ouvert de lecture de 462 pb codant pour une protéine de 153
acides aminés et d’une région 3’ de 627 pb. La séquence protéinique de la
mPGES-1 canine s’est avérée être de forte homologie avec la séquence de la
mPGE$-1 d’autres espèces mammaliennes. En effet, la protéine démontre un
degré d’homologie de 76, 77, 83 et 89% avec la mPGES-l du rat, de la souris, de
l’humain et du bovin, respectivement.
L’analyse immunohistochimique effectuée sur quarante cas de CSC canins,
nous a permis de démontrer la présence de la mPGES-1 dans une proportion de
60%. Ce résultat nous permet de conclure que, chez le chien, la mPGES-1 n’est
peut-être pas la seule forme de PGES impliquée dans l’oncogenèse. En effet, la
mPGES-2, une forme de PGE$ nouvellement caractérisée chez l’humain, pouffait
être impliquée dans la production de prostaglandines dans certains CSC canins.
L’analyse au RT-PCR et à l’immunobuvardage de type Western d’une lignée
cellulaire de kératinocytes canins néoplasiques stimulée au PMA a révélé une
induction de l’ARN messager de la mPGES-1 canine sans toutefois permettre
d’observer la présence de la protéine. Collectivement, ces résultats nous
permettent de conclure que la mPGES-1 et possiblement une autre forme de
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PGES, conjointement avec la COX-2, sont exprimées dans les CSC canins et
pourraient être impliquées dans l’oncogenèse de ceux-ci. La similarité entre la
mPGES-1 canine et celle de l’humain ainsi que son expression commune dans les
carcinomes spinocellulaires suggèrent l’utilisation du chien comme modèle animal
pour évaluer de nouvelles thérapies dirigées contre le cancer.
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